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RESUMEN

Antecedentes: la Calendula officinalis tiene multiples propiedades terapéuticas, dentro de
las que se encuentra su capacidad para mejorar procesos de cicatrizacion. Por ello resulta
interesante estudiar su posible valor para tratar patologias orales. Objetivo: observar los
efectos que producen tres presentaciones de C. officinalis en diferentes concentraciones
en la proliferacién de los fibroblastos gingivales humanos. Método: a fibroblastos gingi-
vales humanos (FGH) en quinto pase, obtenidos de explantes de donantes sanos, se les
realizaron estimulos con extracto etanélico de C. officinalis (EEC), tintura de C. officinalis
(TC) y enjuague K-Trix® en concentraciones de 750, 500, 150, 100 pg/ml y se observé la
proliferacién de los FGH a las 12, 24 y 48 horas en relaciéon con un grupo de células sin
estimular, utilizando la prueba MTA con Cell Titer 96®. Resultados: el mayor efecto proli-
ferativo se logré con el EEC en concentraciones de 750 y 500 pg/ml a las 12 horas. La TC
a 100y 150 pm/ml a las 48 horas inhibi6 el crecimiento, mientras que el enjuague K-Trix®
no tuvo efecto en la proliferacién de los FGH en ninguna concentracién en ningln tiempo.
Conclusién: la proliferacién de los FGH depende de la presentacion de la C. officinalis, del
tiempo y de la concentracion.
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ABSTRACT

Background: Calendula officinalis has multiple therapeutic properties such as improving
the process of cicatrization. Therefore, it is interesting its possible value and use to treat
oral pathologies. Objective: To observe the effect of three presentations of C. officinalis
in different concentrations on the proliferation of the human gingival fibroblasts. Methods:
Human Gingival Fibroblasts (FGH) in fifth pass were obtained from healthy donor explants
and exposed to stimuli with ethanolic extract of C. officinalis (EEC), tincture of C. officinalis
(TC) and K-Trix® rinsing in concentrations of 750, 500, 150, 100 pg/ml. Proliferation of the
FGH was observed at 12, 24 and 48 hours in relation with a group of cells without getting
any stimulation, using the MTA test with Cell Titer 96®. Results: The major proliferative effect
was achieved by the EEC in concentrations of 750 and 500 pg/ml at 12 hours. The tincture
of 100 and 150 pg/ml C. officinalis at 48 hours generated inhibition in cell growth whereas
the rinsing K-Trix® did not have effect on the proliferation of the FGH in any concentration
at any time. Conclusion: The proliferation of the FGH depends on the presentation of the
C. officinalis, time, and concentration.
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INTRODUCCION

La bUsqueda por mejorar estilos de vida incluye el uso
de alternativas naturales provenientes de las plantas,
utilizadas como antibiéticos, antiinflamatorios y, mas
recientemente, como cicatrizantes. La cicatrizacién
no es un fenémeno aislado y su evolucién esta con-
dicionada por factores bioquimicos locales, cambios
en las estructuras tisulares y ciertos procesos que
determinan la formacién de la cicatriz.!

Los fibroblastos son células que participan activa-
mente en los procesos de cicatrizacién cuando proli-
feran y depositan fibrina y tropocolageno e inician la
reparacion de la herida.? Los fibroblastos se originan
localmente y a través de las células mesenquimati-
cas pluripotenciales, que comienzan la produccion de
tropocolageno al tercer o cuarto dias después de la
lesién.? El fibroblasto presenta caracteristicas parti-
culares de acuerdo con el tejido en el que se encuen-
tre.3El de tipo gingival desempefia un papelimportante
durante los procesos de cicatrizacién y regeneracion
periodontal, por medio de una respuesta prolifera-
tiva activa, ademds de otros fendmenos celulares y
moleculares.* Esta respuesta proliferativa es inducida
por diferentes factores de crecimiento presentes en el
plasma y en los granulos plaquetarios.®

En medicina popular, la Calendula officinalis se usa
para mejorar la cicatrizacién. La palabra caléndula vie-
ne de las calendas del latin, que designaban el primer
dia del mes. Es asf porque la C. officinalis florece todos
los meses del afio, incluso los de invierno, siempre y
cuando el invierno sea leve.® También es conocida
como maravilla y se ha usado extensamente en la
piel para tratar heridas pequefas, infecciones de la
piel, quemaduras, picaduras de abeja, quemaduras de
sol, verrugas y cancer. La mayor parte de la evidencia
cientifica, en cuanto a su efectividad como agente
para curar heridas, se basa en estudios con animales,
mientras que las investigaciones en seres humanos
son pocas.®?

Las flores de C. officinalis constituyen la parte de la
planta méas utilizada. Los compuestos activos prima-
rios de la planta incluyen triterpenos (antiinflamato-
rios) y flavonoides, aceites esenciales, saponinas,
mucilagos y sustancias amargas como la calendina.
Estos componentes son algunos de los principios
activos que le confieren a la C. officinalis sus pro-
piedades antiinflamatoria, antiséptica, cicatrizante,
desintoxicante y fungicida.!® Recientes estudios de
investigacién en laboratorio indican que los péta-

los de la C. officinalis tienen propiedades antibacte-
rianas y antivirales, antiinflamatorias, astringentes y
antisépticas, y pueden incluso ofrecer acciones in-
munoestimulantes y propiedades antiespasmddica y
antiulcerosa.3

También se han demostrado efectos de la C. offici-
nalis en células como el linfocito TCD4. Un extracto
acuoso de la planta inhibié la transcriptasa reversa
en linfocitos de sangre periférica humana; ademas, se
encontraron efectos inhibitorios y actividad antiinfla-
matoria.”? En fibroblastos gingivales no se conocen
investigaciones sobre el efecto de la C. officinalis. Por
ello, el objetivo de la presente investigaciéon fue ob-
servar los efectos que producen tres presentaciones
de la C. officinalis en diferentes concentraciones en la
proliferacién de fibroblastos gingivales humanos para
aportar informacién que sustente el efecto de esta
planta en los procesos de cicatrizacién periodontal.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién de fibroblastos gingivales humanos

Previo cumplimiento de las normas éticas para la in-
vestigacion sobre seres humanos, que incluyeron el
diligenciamiento del consentimiento informado, se ob-
tuvo una muestra de tejido gingival producto de una ci-
rugia realizada por fines estéticos en un paciente joven
sin afectaciones sistémicas ni presencia de inflamacién
gingival. Los autores no tienen ningln tipo de conflicto
de intereses en la elaboracién de este estudio. Los
fibroblastos fueron obtenidos a partir de explantes del
tejido gingival. Los ensayos de proliferacién se rea-
lizaron con fibroblastos gingivales humanos (FGH) en
quinto pase. La prueba se realizé por triplicado.

Soluciones de C. officinalis

La férmula magistral del extracto etanélico de C. offi-
cinalis (EEC) 1:1 (50%) fue provista por el laboratorio
Labfarve. Para los ensayos se extrajo el componente
alcohdlico con un rotavapor. La férmula magistral
de la tintura de C. officinalis (TC) al 20% se obtuvo
igualmente del laboratorio Labfarve, lote 37708200.

El enjuagueWomercial que contiene extracto de C.
officinalis al 0,20%. Para los estimulos se realizaron
las diluciones de 750, 500, 150, 100 pg/ml de cada
presentacion de C. officinalis en medio de cultivo sin
suero fetal bovino.



Estimulos de C. officinalis

En placas de 96 pozos se sembraron 5.000 células por
pozo, a las cuales se le afiadieron 200 pl de medio
completo suplementado con SFB 10%. Se incubaron
durante 12 horas para lograr adherencia, que se verifi-
c6 microscépicamente. Las células se estimularon con
cada una de las presentaciones EEC, TC y enjuague,
en cada una de las concentraciones de C. officinalis
(750, 500, 150, 100 pg/mb. Como control se tuvieron
células sin estimulo.

Las lecturas de proliferacién celular y viabilidad fueron
realizadas a las 12, a las 24 y a las 48 horas median-
te el reactivo CellTiter 96® AQueous (Promega). Se
adicionaron 10 pl de CellTiter mas 50 pl del medio
basal de Eagle (MEM) modificado por Dulbeco (DMEM)
sin suplementar a cada pozo, y después de 2 horas
de incubacién a 37 °C, las placas fueron leidas en un
microlector de ELISA a 490 nm.

El efecto de las diferentes presentaciones de C. offi-
cinalis en distintas concentraciones sobre los cultivos
de FGH fue comparado con la proliferacién celular de
los fibroblastos del grupo sin estimulo. Se determiné
que el 100% de proliferacién equivalia a la absorban-
cia de las células del grupo control, y se calculé la
proliferacién de cada pozo segln la férmula:

TP = DO problema x 100 / DO control =
(% sobre el control)

Donde:

TP: tasa de proliferacién.

DO: densidad éptica.

Para el andlisis de los datos de proliferacién se utilizo
estadistica descriptiva que incluyé promedios y des-
viacién estandar.

RESULTADOS

Los resultados a las 12 horas mostraron un aumento
del 61% en la proliferacion celular con el uso del EEC
a una concentraciéon de 500 pg/ml, y con una con-
centracién de 750 pg/ml el aumento correspondié
al 31%, al ser comparados con el grupo control. Las
otras presentaciones TC y enjuague no mostraron
ningin cambio en las diferentes concentraciones so-
bre la proliferacion del FGH (figura 1).
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Los resultados a las 24 horas no mostraron cambios
en la proliferacién celular en ninguna de las presenta-
ciones ni en ninguna concentracién al ser comparada
con el grupo control de FGH (figura 2). Los resultados
del EEC y del enjuague a las 48 horas mostraron una
leve inhibicién de la proliferacién, comparados con el
grupo control. La TC en las concentraciones de 150
y 100 pg/ml inhibi6 el crecimiento celular, al com-
pararla con las demds concentraciones y las demas
presentaciones (figura 3).

FIGURA 2
EFecto DE C. officiNALIS SOBRE FGH A LAS 24 HORAS
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FIGURA 3
EFecTo DE C. OfficiINALIS SOBRE FGH A LAS 48 HORAS
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Los resultados obtenidos mostraron que el enjua-
gue de C. officinalis en general no mostré efectos
proliferativos sobre los FGH con las diferentes con-
centraciones, a las 12 y 24 horas. A las 48 horas se
produjo una inhibicién que no superé el 10% tanto en
concentraciones como en tiempos.

DISCUSION

La C. officinalis es una planta muy usada en la medi-
cina popular de Centroamérica, Suramérica, Europa y
Asia occidental, y esta contenida en medicamentos de
origen vegetal que incluyen enjuagues orales, cremas
dentales, ungiientos, entre otros. Dentro de las activi-
dades biolégicas de la C. officinalis se ha probado su
efecto inmunomodulador,**2antitumoral,® antibacte-
riano, antiinflamatorio®?y antiviral. Este estudio tuvo
como objetivo observar los efectos que producen
tres presentaciones de la C. officinalis en diferentes
concentraciones en el proceso de proliferacién de los
fibroblastos gingivales humanos. Las tres presenta-
ciones fueron EEC, TC y enjuague K-Trix®.

La obtencién de extractos de C. officinalis varia en
los procesos de extraccién que puede lograrse por
trituracién, maceracién o una mezcla de los dos, y la
separacién de los componentes se realiza utilizando
agua o alcoholes, principalmente etanol y metanol
en diferentes concentraciones. En consecuencia, se
obtienen extractos acuosos,* etandlicos,* metandli-
cos® o hidroalcohélicos. En la presente investigacién
el extracto de C. officinalis fue obtenido con etanol,
y para retirar el componente alcohélico sin perder la
solubilidad de los metabolitos de la planta se realizd
un proceso de evaporacién con rotavapor. La tintura
utilizada fue una preparacién magistral al 20%; entre
tanto, el enjuague K-Trix®, cuyo componente activo
es EEC, se obtuvo comercialmente.

Los resultados mostraron que el EEC fue el Unico
producto que produjo efectos proliferativos; por el
contrario, el enjuague mostré inhibicién a las 48 horas,
y la TC no alteré el crecimiento de los fibroblastos
gingivales en cultivo. Esto sugiere que los procesos de
obtencién de la tintura (férmula magistral) y el enjua-
gue K-Trix® (produccién industrial) pudieron afectar
los metabolitos activos de la planta. Aunque en el
proceso de extraccién del etanol con el rotavapor se
utiliza una temperatura de 60 °C, la obtencién indus-
trial del extracto para el enjuague probablemente usa
temperaturas que degradan estos metabolitos, tal
como lo sefalan Jiménez-Medina y colaboradores,

quienes muestran que temperaturas de 80 °Cy 120 °C
para esterilizar el extracto acuoso de C. officinalis tu-
vieron un efecto inhibitorio en la proliferacién celular.

Mas recientemente se ha estudiado un nuevo método
de extraccién acuosa que utiliza el laser para po-
tenciar la extraccién de los metabolitos activos de la
C. officinalis y mejorar significativamente los efectos
proliferativos de la planta.’? Valdria la pena utilizar
este método con C. officinalis cultivada en Colombia,
considerando que la concentracién y el tipo de meta-
bolitos en la planta pueden variar por las condiciones
ambientales.®

En este estudio, todas las presentaciones de la C. offi-
cinalis se evaluaron en dosis entre 100 y 750 pg/ml
sobre cultivos de FGH. Estas concentraciones tomaron
como punto de partida el estudio de Matysik y colabo-
radores, quienes reportaron efectos proliferativos del
extracto metandlico de C. officinalis sobre fibroblastos
de piel humana de diferentes extractos de C. officinalis
(etandlicos, etilacetato y heptano), en concentraciones
entre 25 y 250 pg/ml. Dicho estudio mostré un efecto
diferencial asociado con la concentracién y con el pico
de mayor efectividad a los 125 pg/ml. Otras investiga-
ciones han probado un efecto diferencial al usar con-
centraciones entre 15,52 ug/mly 2 mg/ml, asociado al
tipo celular sobre el que se genere el estimulo.81?

La presente investigacion permitié observar el mayor
efecto proliferativo del EEC en una concentracion de
500 pg/ml. En concentraciones menores no tuvo nin-
gln efecto proliferativo. Jiménez-Medina y colabora-
dores reportan que la concentracién de mayor efec-
tividad antitumoral correspondié al extracto acuoso
de laser activado Calendula Extract, que fue de 250
pg/ml, al estimular seis lineas celulares diferentes.’?
También encontraron que los linfocitos proliferaron
dos y tres veces mas en concentraciones de 150, 250
y 500 pg/ml, al observar una proliferacién del 36%
en concentraciones de 250-500 pg/mly del 17% en
concentraciones de 15,62 pg/ml.2

Con referencia al tiempo, en esta investigacién se
observé un efecto proliferativo del EEC a 500 y 750
pg/ml sobre FGH a las 12 horas, efecto que se perdié
a partir de las 24 horas. Este hallazgo es interesante,
si se considera que los objetivos de base de este pro-
yecto son mejorar los procesos de cicatrizacién pe-
riodontal con el uso de la C. officinalis, cuyo proceso
de obtencién no altere la actividad de los metabolitos,
e identificar el efecto de estimulos consecutivos del
extracto de C. officinalis.



La actividad farmacoldgica de la C. officinalis se aso-
cia con metabolitos como flavonoides,*? flavonoides
glicosilados, carotenoides,®® triterpenos,* polisacéri-
dos arabinogalactanos' y betaamilinas,2 aunque no
es claro en la literatura cual o cuéles metabolitos son
responsables del efecto proliferativo. Se ha mostra-
do que el extracto acuoso de C. officinalis favorece
la entrada de linfocitos de sangre periférica al ciclo
celular (efecto proliferativo) y que en lineas celulares
tumorales inhibe el crecimiento, al controlar el ciclo
celular por activaciéon de la caspasa-3, que favorece
que las células tumorales entren en apoptosis.'

El estudio farmacolégico de plantas se constituye enun
campo de investigacion interesante que se basa en sus
propiedades terapéuticas y la facilidad de obtencion.
Este estudio da comienzo a una serie de trabajos que
buscan profundizar en los efectos terapéuticos en
odontologia de la caléndula obtenida en Colombia.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El EEC mostré accién proliferativa en FCH a las 12
horas en las concentraciones mas altas establecidas
para esta investigacién (750 y 500 pg/ml), sin com-
prometer la viabilidad en las concentraciones meno-
res. La actividad proliferativa en FGH se asocié con la
presentacion, con la concentracién y con el tiempo
de exposicion.

Se recomienda estudiar el efecto de la C. officinalis
en el ciclo celular de FGH, al igual que el efecto de
estimulaciones repetidas de C. officinalis en el FGH.
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